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ルスエンベロープとの間で細胞融合を起こす。ヒトパラインフルエンザウイルス 3 型 (human parainfluenza virus 
type 3 : HPIV 3 )は， 2 種類の糖蛋白質 (hemagglutinin-neuraminidase : HN および fusion : F) を有し，細胞融




HeLa-tat および HeLa-βgal 細胞は， Fred H u tchinson Cancer Research Insti tu te から， HN 遺伝子の cDNA 欠損
ミュータント (d10 ， d20 , d31, d40 , d44 , d73 :アミノ基末端から各々 10 ， 20 , 31 , 40 , 44 , 73個のアミノ酸を欠失さ
せたもの)は，米国国立衛生研究所より提供を受けた。また， d27 ミュータント(アミノ酸欠失27個:細胞質内領域
に l 個のリジンをもっ)に関しては， PCR 法により作成した後，サンガ一法により DNA塩基配列を確認した。各々
のミュータントと F遺伝子を真核細胞発現ベクター pcDL-SRα296に組み込んだ後， HeLa-tat および HeLa-βgal 細
胞(各々 2.5X 10 6 個ず、つ混合)に ， pRSV -T (SV 40T 遺伝子を含むベクター)とともに，エレクトロポレーション法
を用いて導入した。
HeLa-tat 細胞は， HIV-1 (human immunodeficiency virus type-1 )の tat 蛋白質を持続的に発現している細胞
であり， HeLa-ßgal 細胞は， HIV-1 の LTR 下流に βーガラクトサイデース遺伝子を含むベクターをもっ。このため，
これら 2 種類の細胞が，細胞融合を起こすと tat 蛋白質が LTR の tat 結合領域に結合し，その結果， β ーガラクトサ
イデース遺伝子の発現を促進するo また，この蛋白質の発現量は，適当な基質を用いて定量化することができるo
遺伝子導入48時間後， chlorophenol red-β ーD-galactopyranoside (CPRG) を基質として細胞融合能を野性型のも
のと比較した結果， d10および d20 ミュータントは，各々 119% ， 158% と融合能を増強させ，一方， d27および d31 ミュー
タントは，各々 74% ， 4 %以下と融合能を減少させた。しかしながら d40. d44および d73 ミュータントにおいては，
細胞融合を全く促進しなかった。そのため，間接蛍光抗体法を用い，細胞表面抗原の検出を行った結果， d40 , d44 お
よび d73 ミュータントに関しては，細胞表面上に検出できなかった。さらにフローサイトメトリー法により，細胞表
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面発現量を定量した結果，野性型および d10 ， d20 , d27 , d31 ミュータン卜は，各々 83% ， 98% , 99% , 80% , 7 %を示
した。一方，細胞 1 個あたりの HN 分子の発現量を比較すると，野性型および d10 ， d20 , d27 , d31 ミュータントは




HeLa-tat および HeLa-βgal 細胞を利用することにより，細胞融合能を正確に定量化することができた。また，
d27 ミュータントが，野性型のものとほぼ同程度の細胞融合誘導能を示したことから， HN 蛋白質の細胞質内領域にお
いて電荷をもっアミノ酸 (31番目:リジン) 1 個が， HN 蛋白質の細胞内輸送にとって重要であることがわかった。






本研究では，ヒトパラインフルエンザウイルス 3 型を用い，感染初期過程に必須の F と HN の 2 種の蛋白のうち，
HN 蛋白について細胞質内および細胞膜貫通領域の欠失変異 HN 遺伝子を作成して細胞融合に関わる HN 蛋白の役割
を検討した。
F遺伝子と変異 HN 遺伝子を CV-1 細胞に co-transfect し，誘導される融合細胞について，蛍光抗体法，免疫沈殿
法による HN 蛋白の発現ならびに細胞膜への輸送効率， βーガラクトサイデースの発現を利用した比色定量法による
融合効率の定量を行った結果， HN 蛋白のアミノ末端から20残基までのアミノ酸欠失は HN 蛋白の細胞内輸送を効率
化し，細胞融合を増強することが明らかとなった。また，それには31番目のアミノ酸リジンが重要であることも決定
できた。
本研究は，細胞融合のメカニズムを分子レベルで、解析する上で重要な示唆を与えるもので，学位を授与するに値す
ると認める。
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